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Free, N-substituted and Peptide Amino Acids in Urine of Patients with Chronic 
Renal Insufficiency 


Niewydolności nerek towarzyszą złożone zaburzenia metaboliczne, niedostatecznie 
dotychczas wyjaśnione. W badaniach nad metabolizmem związków azotowych 
w mocznicy zajmowano się także aminokwasami, oznaczając ich poziomy we krwi 
ludzi chorych (1, 8, 11), natomiast mało uwagi poświęcano aminoacydurii. Badanie 
wydalania wolnych aminokwasów z moczem może dopomóc w ustaleniu zaburzeń 
filtracji kłębkowej i wchłaniania zwrotnego. 

Dla wyjaśnienia niektórych patomechanizmów mocznicy ważne jest także 
zbadanie wydalania aminokwasów związanych, a szczególnie N-podstawionych. 
Z wcześniejszych doniesień wiadomo bowiem, że w przebiegu mocznicy znacznie 
wzrasta stężenie N-podstawionych aminokwasów we krwi (9). Dotychczas brak 
doniesień dotyczących wydalania peptydów przez chorych z mocznicą. Badania 
aminokwasów związanych w moczu przeprowadzano oznaczając łącznie amino- 
kwasy N-podstawione i peptydowe (23), bądź też badano jedynie peptydy (13). 
Oddzielne oznaczanie N-podstawionych i peptydowych aminokwasów natrafiało do- 
tychczas na trudności ze względu na brak odpowiedniej, dokładnej, a zarazem 
prostej metody. Przeprowadzenie obecnych badań było możliwe dzięki zastosowaniu 
metody własnej opisanej poprzednio (4, 6). 

Celem naszej pracy było oznaczenie wydalania aminokwasów N-podstawionych . 
oraz peptydowych i wolnych w moczu ludzi z przewlekłą niewydolnością nerek. 
Specjalnie zwrócono uwagę na aminokwasy N-podstawione, jako najmniej zbadane, 
i ograniczono oznaczenia ilościowe aminokwasów wolnych i peptydowych do związ- 
ków stwierdzonych poprzednio w formie z zablokowaną grupą aminową (amino- 
kwasy N-podstawione). 


MATERIAŁ I METODY 


Do badań pobierano 10 ml próbki z dobowego moczu 20 chorych z przewlekłą 
niewydolnością nerek, przebywających na leczeniu w II Klinice Chorób Wewnętrz- 
nych AM w Lublinie. Wiek chorych wahał się od 19 do 66 lat. W badanej grupie 
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było 10 kobiet i 10 mężczyzn. W większości przypadków (13 chorych) pierwotną 
przyczynę mocznicy stanowiło zapalenie kłębków nerkowych. U 6 chorych niewydol- 
ność nerek rozwinęła się w wyniku zapalenia odmiedniczkowego nerek, a w jed- 
nym przypadku mocznica wystąpiła przy współistniejącej torbielowatości nerek. 
U wszystkich chorych stwierdzano mniejszego lub większego stopnia niedokrwistość 
i nadciśnienie. 

W uzależnieniu od ciężkości schorzenia, kierując się wysokością poziomu mocz- 
nika we krwi, chorych podzielono na dwie grupy po 10 osób. W grupie pierwszej 
znaleźli się chorzy z poziomem mocznika we krwi od 45 mg% do 150 mg%, 
a w drugiej z mocznikiem powyżej 150 mg%. Grupę kontrolną stanowiło 10 zdrowych 
osobników w wieku od 21 do 65 lat, w tym 5 kobiet i 5 mężczyzn. 


Aminokwasy związane oznaczano po odpowiednim przygotowaniu materiału. 
Stosowano elektroforezę cienkowarstwową (6), metodę własną pozwalającą na od- 
dzielenie peptydów od aminokwasów wolnych (4), hydrolizę kwaśną oraz chromato- 
grafię bibułową i zmodyfikowaną fotometrię negatywów chromatogramów (3). 
Przy analizie aminokwasów wolnych wykorzystano chromatografię bibułową oraz 
zmodyfikowaną metodę fotometrii negatywów chromatogramów. 

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej. Obliczenia wykonano na ma- 
szynie numerycznej „Odra 1013' w Zakładzie Metod Numerycznych Katedry Analizy 
Matematycznej UMCS. 


BADANIA WŁASNE 


Przygotowanie moczu 


10 ml próbki moczu odparowywano pod zmniejszonym ciśnieniem w tempera- 
turze 25°C do objętości około 4 ml i odbiałczano, podobnie jak Geer i wsp. (10), 
dodając 20 ml 95% etanolu. Strącony osad odwirowywano, a pozostały roztwór 
zagęszczano ponownie do 4 ml i dodawano do niego 10 ml 95% etanolu. Po odwiro- 
waniu roztwór odparowywano (w warunkach wyżej podanych) i rozpuszczano w 5 ml 
wody redestylowanej. Po zakonserwowaniu tymolem roztwory służyły do dalszych 
badań. W niniejszej pracy nie stosowano specjalnych metod odsalania moczu ze 
względu na zachodzenie tego procesu w czasie przeprowadzanej w badaniach 
elektroforezy. 


Aminokwasy N-podstawione 


Przygotowany materiał rozdzielano na drodze elektroforezy cienkowarstwowej 
na żelu krzemionkowym, stosując bufor o pH 2,0, napięcie 250 V i matężenie 
8,4 mA. Czas elektroforezy wynosił 1 godzinę. Po zakończeniu rozdziału, aminokwasy 
N-podstawione znajdowały sie po stronie anody w strefie ninhydrynonegatywnej 
elektroferogramu. Następnie zdejmowano żel w strefie zawierającej połączenia 
ninhydrynonegatywne i po unieczynnieniu, za pomocą wody utlenionej, zawartej 
w nim ninhydryny, hydrolizowano go stosując 6 n HCl. Hydrolizaty poddawano 
następnie analizie chromatograficznej — chromatografii bibułowej krazkowej 
i wstępującej jednokierunkowej (7, 15). Do oznaczeń ilościowych zastosowano metodę 
fotometrii negatywów  chromatogramów, opierającą się na pomiarze natężenia 
światła przechodzącego przez negatyw chromatogramu (14) z modyfikacją (3). 
Dokładny opis przytoczonego powyżej postępowania zamieszczono w innej pracy (6). 
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Aminokwasy peptydowe 


Po zakończeniu opisanego poprzednio rozdziału elektroforetycznego, peptydy 
znajdowały się razem z aminokwasami wolnymi, po stronie katody, w strefie 
ninhydrynopozytywnej elektroferogramu. Do oddzielenia peptydów od aminokwasów 
wolnych wykorzystano reakcję ninhydrynową (17, 18) stosując obecnie odmienną, 
podaną niżej metodykę. 

Na wywołanym ninhydryną elektroferogramie zakreślano strefę ninhydryno- 
pozytywną obejmującą wszystkie plamy. Z zakreślonego obszaru zdejmowano żel 
i dodawano do niego 5 ml 0,3% etanolowego roztworu ninhydryny. Próbę sprowa- 
dzano przy pomocy buforu cytrynianowego do pH 5,0 i ogrzewano, w temperaturze 
wrzenia, aż do całkowitego odparowania, po czym dodawano od niej 2 ml 3% wody 
utlenionej w celu rozłożenia nadmiaru ninhydryny i powstałego barwnika. Tego 
rodzaju działanie wody utlenionej wykazał Guzzi i wsp. (12). Próbę ogrzewano 
przez 2 min. w temperaturze 100°C i odparowywano w temperaturze 25°C. 
Powyższy proces powtarzano trzykrotnie. Żel z zablokowanymi wolnymi amino- 
kwasami poddawano hydrolizie 6n HCl w temperaturze 105°C. Optymalny czas 
trwania hydrolizy wynosił 16 godzin. Hydrolizaty po usunięciu kwasu solnego 
analizowano jak przy badaniu aminokwasów N-podstawionych. Przedstawione po- 
wyżej postepowanie pozwala na oznaczenie składu aminokwasowego peptydów 
z wykluczeniem aminokwasów końcowych, które ulegają zniszczeniu, biorąc udział 
w reakcji z ninhydryną. W poprzedniej pracy podano bardziej dokładny opis po- 
wyższej metody (4). 


Aminokwasy wolne 


Mocz do badań przygotowywano podobnie jak przy oznaczaniu aminokwasów 
związanych. Analizę jakościową przeprowadzano przy użyciu metody chromatografii 
bibułowej stosując technikę krążkową wg Przybylskiej i wsp. (19) oraz 
Williamsa i Kirby (26). W przypadku aminokwasów trudno rozdzielających 
się zastosowano dodatkowo rechromatografię oraz reakcje specyficzne. Dokładne 
opisy postępowania zostały zamieszczone w poprzednich pracach (7, 15). 

Oznaczenia ilościowe, zarówno wolnych jak i związanych aminokwasów, wykony- 
wano zmodyfikowaną metodą fotometrii negatywów chromatogramów (3). Otrzymane 
wyniki opracowywano statystycznie na drodze analizy wariancji dla klasyfikacji 
pojedynczej (22) oraz przedziałów ufności T (25). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 
Aminokwasy N-podstawione 


Po przeprowadzeniu analizy moczu ludzi zdrowych stwierdzono obec- 
ność następujących aminokwasów, występujących w formie N-podsta- 
wionej: lizyny, kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, glicyny, 
seryny, treoniny, a-alaniny oraz śladów waliny, proliny i B-alaniny. 
Aminokwasem wydalanym w moczu w największej ilości jest kwas 
glutaminowy — 32,3 mg/dobę, a najmniej wydalają ludzie zdrowi 
N-podstawionej treoniny — 6,4 mg/dobę (pomijając aminokwasy śla- 
dowe). Uzyskane wyniki są zbliżone do wyników otrzymanych przez 
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innych autorów (2, 16, 24), a różnią się znacznie jedynie od rezultatów 
badań Satwekara i wsp. (21), którzy wykryli tylko glicynę, kwas 
glutaminowy i a-alaninę. Zachodzące różnice wiążą się prawdopodobnie 
z odmienną metodyką badań i z różnymi sposobami przygotowywania 
materiału. Trudno jest jeszcze ustalić budowę połączeń ninhydrynonega- 
tywnych. Można jedynie przypuszczać, że wykryta glicyna wchodzi 
w skład kwasu hipurowego, a kwas glutaminowy pochodzi z fenyloace- 
tyloglutaminy. Brak natomiast zupełnie danych odnośnie związków, 
w skład których mogłyby wchodzić inne wykryte obecnie aminokwasy. 

Nie stwierdzono różnic jakościowych w składzie aminokwasów N-pod- 
stawionych u ludzi zdrowych i chorych z niewydolnością nerek. Po wy- 
konaniu oznaczeń ilościowych przeprowadzono analizę statystyczną, 
a otrzymane wyniki zamieszczono w tab. 1. 

Z tab. 1 wynika, że odnośnie wszystkich aminokwasów z wyjątkiem 
glicyny, brak jest istotnych różnic między średnimi oznaczeń dla po- 
szczególnych badanych grup ludzi. Jak wykazały 5% przedziały ufności, 
różnice występują między średnimi dla grupy I i III oraz dla grupy II 
i III, czyli następuje istotny wzrost wydalania glicyny z moczem u ludzi 
z poziomem mocznika powyżej 150 mg%. Chorzy ci wydalają z moczem 
średnio 21,4 mg glicyny na dobę. Natomiast średnie dla grupy I i II 
nie różnią się między sobą. Ogólnie można stwierdzić, że wydalanie 
z moczem N-podstawionych aminokwasów jest uzależnione w małym 
stopniu od ciężkości schorzenia. Wykryte zmiany dotyczą jedynie jed- 
nego aminokwasu — N-podstawionej glicyny. 


Aminokwasy peptydowe 


Analiza chromatograficzna pozwoliła na wykrycie w moczu ludzi 
zdrowych następujących aminokwasów związanych w peptydach: kwasu 
asparaginowego, kwasu glutaminowego, glicyny, a-alaniny, treoniny,  se- 
ryny, argininy, cystyny, waliny, proliny oraz śladów lizyny, histydyny 
i leucyny. Tak więc w formie peptydowej występują wszystkie amino- 
kwasy wykryte poprzednio w połączeniach z zablokowaną grupą aminową 
za wyjątkiem f-alaniny oraz dodatkowo histydyna, arginina, leucyna 
i cystyna. Glicyna jest aminokwasem wydalanym w największej ilości — 
średnio 28,2 mg/dobę. W stosunkowo dużych ilościach wydalany jest 
także kwas glutaminowy — średnio 20,0 mg/dobę. Dobowe wydalanie 
innych aminokwasów jest znacznie mniejsze i wynosi na przykład dla 
a-alaniny 9,3 mg/dobę, a dla treoniny 5,8 mg/dobę. Uzyskane wyniki 
odnośnie ludzi zdrowych pokrywają się z wynikami autorów badających 
peptydy w moczu ludzi (13, 20). Oznaczone w naszej pracy aminokwasy 
występują bowiem w peptydach wykrytych przez cytowanych wyżej 
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autorów z uwzględnieniem różnic powstałych na skutek stosowanej me- 
tody — niszczenie aminokwasów końcowych w czasie ich reakcji z nin- 
hydryną. U chorych z podwyższonym poziomem mocznika we krwi 
stwierdzono wydalanie tych samych aminokwasów peptydowych co u lu- 
dzi zdrowych. 

W tab. 2 zebrano wyniki oznaczeń ilościowych peptydowych amino- 
kwasów wydalanych z moczem ludzi zdrowych i chorych. Zamieszczono 
również wartości F°, dla poszczególnych aminokwasów, obliczone na 
maszynie numerycznej. Tylko w przypadku treoniny, przeprowadzona 
analiza wariancji wykazała istotne różnice pomiędzy średnimi oznaczeń 
dla trzech badanych grup. F° dla tego aminokwasu jest większe od war- 
tości Foo, odczytanej z tabeli (tab. 2). Przeprowadzone 1% i 5% prze- 
działy ufności T pomogły ustalić, że istotna różnica występuje konkretnie 
pomiędzy średnimi poziomami w pierwszej i trzeciej badanej grupie. 
Na tej podstawie możemy stwierdzić spadek ilości wydalanej z moczem 
i związanej w peptydach treoniny wraz ze wzrostem poziomu mocznika. 
Spadek ten jest jednak niewielki i zaznacza się wyraźnie dopiero przy 
przekroczeniu 150 mg% mocznika we krwi. Odnośnie pozostałych amino- 
kwasów analiza wariancji wykazała brak istotnych różnic pomiędzy 
średnimi oznaczeniami dla trzech badanych grup ludzi, to znaczy, że 
ilości wydalanych z moczem pozostałych aminokwasów peptydowych nie 
różnią się istotnie w zależności od poziomu mocznika we krwi. Podobnie 
jak w przypadku aminokwasów N-podstawionych, zmiany stwierdzane 
w moczu ludzi chorych są niewielkie i dotyczą tylko jednego aminokwasu 
— treoniny. 


Aminokwasy wolne 


Analiza jakościowa moczu wykazała obecność w formie wolnej wszyst- 
kich aminokwasów stwierdzonych uprzednio w połączeniach z zabloko- 
waną grupą aminową. Wyniki ilościowe zestawiono w tab. 3. 

Jak widać z tab. 3, wraz ze wzrostem poziomu mocznika, występuje 
nieznaczny spadek wydalania wolnych aminokwasów. Przeprowadzona 
analiza statystyczna wykazała jednak, że jedynie kwas asparaginowy 
obniża się istotnie w moczu dobowym wraz ze wzrostem poziomu mocz- 
nika we krwi, przy czym istotne różnice występują pomiędzy średnimi 
dla grupy kontrolnej i pierwszej grupy chorych oraz grupy kontrolnej 
i drugiej grupy chorych. Brak jest istotnych różnic pomiędzy średnimi 
dla obu grup chorych. 

Ogólnie można stwierdzić, że ilość wydalanych z moczem amino- 
kwasów (we wszystkich badanych formach) stosunkowo mało zależy 
od stopnia schorzenia. W niewydolności nerek następuje głównie upośle- 
dzenie przesączania aminokwasów. Ponieważ jednak towarzyszy mu także 
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upośledzenie resorpcji zwrotnej, więc ostatecznie poziomy aminokwasów 
w moczu zmieniają się nieznacznie. Dane te pokrywają się na ogół z lite- 
raturą (5). Podstawowe czynniki wpływające na aminoacydurię to rozpad 
białka i towarzyszący mu wzrost aminoacydemii, upośledzenie filtracji 
kłębkowej oraz upośledzenie wchłaniania zwrotnego. Na aminoacydurię 
wpływa także stosowana w mocznicy dieta oraz nasilenie procesów enzy- 
matycznych (11). Uzyskane wyniki wskazują na złożoność patomecha- 
nizmu mocznicy i konieczność dalszych badań nad metabolizmem amino- 
kwasów w niewydolności nerek. 
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Otrzymano 16 II 19770. 


CBO6OĄ4Hbie, N-3aM€IIEHHBIE H NeNTMAOBbIe AMMHOKKCJIOTBI B Moie Jioqeń.. 403 


PE3IOME 


OnpeqemirM KOJMAECTBEHHO N-3aMelIeHHBIE aMMHOKHMCJIOTBI B MOue 
3ZOpOoBBIX Je u moze OOJIBHBIX HEHOCTATOHHOCTBIO moyek. lícczego- 
BAJIM TAK2KE BBIJIeJeHAe IIeHTM/JOBBIX M CBOÓONHBIX AMMHOKKCJIOT, OrIpe- 
Deag KOJIMIECTBO COETUHEHKIA, OÓHApyZKXEHHBIX Dante B N-3amenjeHHon 
cbopme. He o6HapyzxeHo KaUecTBEHHBIX pa3HMIL MEI COCTABAMM MCCJIE- 
JOBAHHBIX AMMHOKACJIOT B IIOHUKe S3/JOpOBBIX JUOJIeji n JIONe1 OOJIBHBIX 
HeHOCTATOUHOCTBIO IIOuek. CraTMCTMueckMi aHaJM3 pe3yJIbTaTOB asi 
BO3MOXXHOCTP OIIpeHeJMTb BHAUMTEJIBHBIE YBEJIMACHMA BbyiezeH4sa N-sa- 
MeIHeHHOTO TJIMNAHAa B MOYE Tex GOJIBHEIX, y KOTOPbIX KOHIEHTPANMA 
MOUeBMHBI B KpoBA Obra Ste 150 mg%. OqHOBpeMeHHO C 9TMM y 9TMX 
GOJIbHBIX HaCTyraeT 3HaUuMTeJIbHOe IIOHVOKeHMe 3KCKpPEHKM IENTANOBOTO 
TPeOHMHa. OTHOCMTEJIBHO CBODO/HEIX AMMHOKMCIIOT KOHCTATMpOBaHO MOHN- 
xteHMe BBIĄCEJIEHMA acIaparMHOBOA KICJIOTBI B MOYE OOJIBHBIX, y KOTODBIX 
KOHIEHTPANMA MOHeBMHBI B KpoBM Dina Bbune 45 mg. 


SUMMARY 


N-substituted amino acids were determined in urine of healthy 
persons and patients with renal insufficiency. The urinary excretion 
of peptide and free amino acids was also examined but the quantitative 
determinations were limited to the compounds found previously in 
N-substituted form. There were not found any qualitative differences 
between healthy individuals and patients in the composition of the 
investigated amino acids. Statistical analysis established the significant 
increase of N-substituted glycine excretion in urine of patients with 
serum urea level higher than 150 mg%. The same patients excreted 
peptide threonine in significantly smaller quantities, The examinations 
of free amino acid concentration showed the decrease of aspartic acid 
excretion in urine of patients with serum urea level higher than 45 mg%. 
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